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Modifikacija 1,2,4,5-tetraoksana za vezavo na polisaharidni trdni nosilec 
Povzetek:   Artemisinin in njegove derivate se danes uporablja v terapiji proti malariji, 
ima pa tudi protibakterijsko in protitumorno učinkovitost. Med sintetizirane spojine, ki 
imajo potencialno biološko učinkovitost proti vektorjem malarije in tumorjem spadajo 
1,2,4,5-tetraoksani (TO). Raziskala sem modifikacijo nesimetričnega tetraoksana, ki 
omogoča njegovo vezavo na trden nosilec. Tetraoksan sem sintetizirala iz 4-
metilcikloheksanona in etil 4-oksocikloheksan-1-karboksilata. Karboksilno 
funkcionalno skupino sem pretvorila tako, da sem zaestrila z alkoholom, ki je imel na 
koncu terminalno aminsko skupino in dobila trdni produkt s 69 % izkoristkom. 
Aminska skupina omogoča končno vezavo na trden nosilec. Za testiranje vezave 
sintetiziranega tetraoksana sem izbrala karboksimetil celulozo kot trdni nosilec, ki je 
široko uporabljan v različnih aplikacijah in se lahko TO veže nanj preko tvorbe amida. 
 
Ključne besede:  1,2,4,5-tetraoksani, peroksid, CMC, trdni nosilec  
 
 
 
Modification of 1,2,4,5-tetraoxanes for binding to a polysaccharide solid carrier 
Abstract:  Today, artemisinine and its derivatives are used for antimalarial treatment; 
additionally artemisinine has antibacterial and antitumor activity. 1,2,4,5-tetraoxanes 
(TO) are part of the synthetised substances that have a potential biological activity 
against malaria vectors and tumors. I researched the modification of the unsimetrical 
tetraoxane, which enables its bonding to a solid carrier. As starting materials I used 4-
methylcyclohexanone and ethyl 4-oxocyclohexane-1-carboxylate. I modified the 
carboxyl functional group by its esterification with an alcohol that has an amine 
functional group at its other end and obtained a solid product in 69 % yield. The amine 
functional group enables the final bonding of the TO on the solid carrier. To test the 
bonding of TO on a solid carrier, I chose carboxymethyl cellulose as a solid carrier, 
which is videly used in different applications and TO can be bind to it by the formation 
of an amide. 
 
Keywords:  1,2,4,5-tetraoxanes, peroxide, CMC, solid carrier  
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov   
ACT                        Artemisininska Kombinirana Terapija  (angl. 
Artemisinin Combination Therapy)  
Bn                        benzil  
CMC                        karboksimetilceluloza  
DHP gem-dihidroperoksid 
DIC  N,N'-diizopropilkarbodiimid  
DKM                        diklorometan  
DMAP                  4-dimetilaminopiridine  
DMF    N,N-dimetilformamid  
DMSO                      dimetilsulfoksid  
EA etil acetat  
Ekv. ekvivalent 
EPR                      elektronsko paramagnetna resonanca  
Fmoc-Cl  fluorenilmetiloksikarbonil klorid    
HFIP  1,1,1,3,3,3- heksafluoroizo-2-propanol  
MOM    metoksimetil acetal  
MTO                     metiltrioksorenij  
Na-CMC              natrijeva sol karboksimetilceluloze  
PEO        polieten oksid  
PMA                   fosfomolibdenska kislina  
TBS  terc-butildimetilsilil  
TEMPO (2,2,6,6-tetrametilpiperidin-1-il)oksidanil   
TFE                      2,2,2- trifluoroetanol  
TLC tankoplastna kromatografija 
TO tetraoksan 
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1 Uvod 
Ljude so vedno uporabljali rastline kot zdravila za rasnovrstne bolezni.  Znanstveniki so 
ugotovili, da so opij iz nezrelih glav vrtnega maka Papaver Somniferum uporabljali že 
2900 let pred našem štetjem. Ljudje so naravne produkte izkoriščali vse od 
premagovanja migren do zdravljenja odprtih ran  [1]. Craggov in Newmanov pregledni 
članek podaja analizo virov novih zdravil v obdobju med 1981 in 2006. Iz pridobljenih 
rezultatov in z uporabo širše definicije o tem kaj vse lahko obravnavamo kot naravni 
produkt, sta sklepala da je več kot 50 % novo sintetiziranih zdravil v tem obdobju 
naravnega porekla. Za zdravila proti infekcijam in tumorjem je skoraj ena tretjina 
zdravil izvira iz narave [2]. Tinkture, macerati, tablete, sirupi so eni izmed načinov 
vnosa naravnih zdravil v telo.  
Kitajski znanstveniki so leta 1971 objavili podatke iz starih besedil v Tradicionalni 
Kitajski Medicini o obstoju nove naravne učinkovine, imenovane artemisinin. Vodja 
projekta, dr. Y. Y. Tu, je za svoje delo dobila Nobelovo nagrado. Artemisinin in njegovi 
derivati se danes uporabljajo v terapiji proti malariji, kot tudi proti vnetjem in 
bakterijam. Mehanizem delovanja artemisinina še ni popolnoma raziskan. Nekateri 
znanstveniki predlagajo kompleksacijo artemisinina s heminom [3], drugi pa trdijo, da 
mehanizem delovanja vključuje tudi napad mitohondrijev [4]. Pomanjkljivost naravnih 
produktov, kot je artemisinin, je v tem, da je delež želene učinkovine glede na celoten 
izhodni materijal majhen. Zato je potrebno vnesti v človeški organizem velike količine 
snovi, kar predstavlja večji strošek kot dobiček pri zdravljenjenju velikega števila ljudi. 
To je vodilo farmacijo, da se je začela usmerjati v sintezo učinkovin z isto ali podobno 
sestavo, kot je učinkovina iz naravnih produktov.  
Med sintetizirane spojine, ki imajo potencialno biološko aktivnost proti malariji in 
tumorjem, spadajo 1,2,4,5-tetraoksani. To so šestčlenski nasičeni sistemi, ki vsebujejo 
dve peroksidni skupini (kisikovi atomi so na mestu 1, 2, 4 in 5) in dva ogljikova atoma. 
Nase imajo lahko vezane različne substituente. Tetraoksani so tudi potencialni donorji 
elektronov, saj v svoji strukturi vsebujejo dve peroksidni vezi. To lastnost se lahko 
izkorišča kot detektor ali lovilec elektronov. Za distribucijo v telesu se učinkovine, kot 
so tablete, vežejo na trdni nosilec (polimer), ki omogoča dostavo in kontrolirano 
sproščanje učinkovine v sistemu. Moja naloga je bila sinteza 1,2,4,5-tetraoksana, kot 
potencialno biološko aktivne spojine, in vezava te molekule na trdni nosilec, kot je 
karboksimetil- celuloza (CMC). Omenjeni tetraoksan sem izbrala zaradi njegove 
stabilnosti, visokega izkoristka in stopnje konverzije, relativno nizke cene začetnega 
substrata, ter velike možnosti funkcionalizacije stranske skupine. CMC se je izkazala 
kot odlična izbira za polimer, saj je netoksična, poceni, biorazgradljiva, ter je že bila 
uporabljena kot trdni nosilec za protitumorske učinkovine [5]. 
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1.1 Malarija 
 
Malarija je parazitska infekcija, ki se prenaša s človeka na človeka preko ženskih 
komarjev iz roda Anopheles. Malarijo povzroča 5 vrst komarjev izmed katerih je 
Plasmodium falciparum najpogostejši povzročitelj. Svetovna zdravstvena organizacija 
je obljavila statistiko, da letno za malarijo zboli 300 do 500 milijonov ljudi od katerih 1-
3 milijona umre. Večina smrtnih žrtev so otroci [6]. Med najbolj ranljive skupine 
spadajo:  
 obiskovalci in prebivalci endemičnih področij,  
 vojaško osebje, 
 prejemniki transfuzije krvi ali organov, 
 uporabniki drog, 
 rezidenti neendemičnih držav, kjer se lahko pojavi lokalni prenos preko 
okuženih ljudi. 
Simptomi malarije niso specifični in je zaradi tega zgodna diagnoza težavna. Med 
tipčne simptome spadajo vročina, kašelj, drgetanje, glavobol, bruhanje, zlatenica, ter 
bolečina v mišicah in sklepih. Odpornost proti zdravilom predstavlja vedno večjo 
težavo. Malarija lahko povzroči febrilno konvulzijo, pri otrocih tudi komo . Poleg tega je 
malarija lahko prisotna pri ljudeh, ki že imajo druga akutna obolenja, povezana s 
potovanji [7]. 
Cepivo proti malariji do sedaj še ni bilo odkrito. Cilj zdravljenja je zagotavljanje hitre 
terapije za popolno iztrebljanje parazita iz krvi bolnika. Na ta način preprečimo nadaljni 
razvoj bolezni. Danes običajna terapija vključuje kombinacijo zdravil na podlagi 
artemisinina. Na globalni ravni pa je cilj zdravljenja zmanjšan prenos okužbe in 
preprečevanje odpornosti parazita na protimalarična zdravila, ki temeljijo na 
artemisininu, saj novih zdravil na trgu še ni [8]. 
 
1.2 Artemisinin in njegovi derivati 
 
Artemisinin je učinkovina izolirana iz listov rastline Artemisia annua. Po svoji 
molekulski strukturi je seskviterpenski lakton na katerem je pripet 1,2,4-trioksanski 
obroč, ki vsebuje peroksidno vez (endoperoksid). Zaradi tega spada v skupino organskih 
peroksidov. Izvorno je bil uporabljen kot zdravilna rastlina na Kitajskem za zdravljenje 
vročine že 2000 let nazaj. Učinkovina je bila izolirana leta 1972 s strani Dr. Youyou Tu 
in njene raziskovalne skupine. Artemisinin je lipofilna učinkovina, nestabilen in vitro in 
ne more biti injiciran intravenozno. Zato znanstveniki poskušajo sintetizirati njegove 
stabilnejše in učinkovitejše derivate. Najbolj znana derivata artemisinina sta artemeter, 
metil-eterni derivat, in vodotopni artesunat [9] (Shema 1). Njun hiter odziv je eden 
izmed vzrokov njune visoke učinkovitosti v zadnji fazi malarije [10]. Artemisinin in 
njegovi derivati se uporabljajo skupaj z drugimi zdravili, kot je meflokin. Najbolj 
učinkovita kombinacija sta meflokin–artesunat in dihidroartemisinin-piperakin. Ta 
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metoda zdravljenja je znana kot artemisininska kombinirana terapija (Artemisinin 
Combination Therapy, ACT).  
 
Shema 1:  Molekulska struktura artemisinina in njegovih derivatov  
Mehanizem delovanja artemisinina in njegovih derivatov še ni popolnoma jasen[ 10]. V 
eni od študiji so Meshnik in sodelavci pokazali, da artemisinin interagira s hemom in 
predlagali, da hem odpre artemisinsko endoperoksidno vez in ga pretvarja v toksični 
prost radikal [11]. Sam malarični parazit je bogat s hemom, ki vsebuje železo, in izhaja 
iz proteolize hemoglobina gostiteljskih celic. Wang in sodelavci so raziskovali različne 
poti delovanja artemisinina in vitro s pomočjo proteomske analize [12]. Rezultati so 
nedvomno pokazali, da je železo iz parazitskega hema glavni krivec za aktivacijo 
artemisinina in da imajo prosti železovi ioni le majhen vpliv pri aktivaciji artemisinina. 
Obstajajo tudi študije, ki podpirajo mehanizem, v katerem ima artemisininski prosti 
radikal za tarče znotrajcelične strukture parazita. Študije z elektronsko paramagnetno 
resonanco (EPR) tudi predlagajo delovanje artemisinina kot prostega radikala [13]. 
ACT je postala prva izbira pri zdravljenju malarije in hkrati revolucionarno zdravilo 
proti raznovrstnim boleznim, ne samo za malarijo. Ljudje so ga jemali v primeru 
glavobola, kašlja, vročine ipd. Leta 2007 so v zahodni Kambodži prvič opazili 
odpornost proti artemisininskim derivatom [14], ki se je manifestirala z upočasnjeno 
eliminacijo parazita iz bolnikovega organizma. Raziskava narejena v Kambodži leta 
2009 povečuje zavedanje glede zmanjšane učinkovitosti artemisinina in njegovih 
derivatov: 47 % okuženih ljudi je imelo pozitivni test prisotnosti parazita po dveh dneh 
po začetku terapije, medtem ko je v prejšnih študijah ta odstotek znašal samo 10 % [14]. 
Kasneje je bila zmanjšana učinkovitost opažena na meji med Tajsko in Myanmarom. 
Rezultati študij so pokazali, da je odpornost proti artemisininu in njegovim derivatom 
dedna in povezana z mutacijo Kelchovega gena v genomu parazita P.falciparum [15]. 
Odpornost proti artemisinskim derivatom je sedaj razširjena v celotni jugovzhodni 
Aziji. Pojav multirezistentno mutiranih parazitskih genov predstavlja resno nevarnost za 
malarično endemična področja kot sta Afrika in jugovzhodna Azija.  
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Vstop novih zdravil proti malariji na trg ni pričakovan še nekaj let. Zato se sedanja 
strategija zdravljenja malarije usmerja predvsem na eliminacijo vektorjev malarije še 
preden se odpornost parazita na artemisinin razširi. Hkrati so znastveniki začeli 
razmišljati o alternativnih zdravilih, ki bi zamenjali artemisinin in njegove derivate. 
Med najobetavnejše sintetiziranih učinkovine sodijo trioksolani in 1,2,4,5-tetraoksani. 
Njihova učinkovitost se je v več primerih izkazala celo kot boljša od artemisininske 
[16][17]. 
 
1.3 1,2,4-Trioksolani 
 
Po mnogih študijah, ki kažejo na pomembnost peroksidne vezi v artemisininu, so 
znastveniki posvetili pozornost spojinam s peroksidnim mostom. Veliko odkritje v 
raziskavi alternativnih zdravil proti malariji je sinteza 1,2,4-trioksolanov. 1,2,4-
Trioksolani so nova skupina spojin sestavljenih iz nasičenega petčlenskega obroča, ki 
vsebuje dva ogljikova in tri kisikove atome, od katerih dva tvorita peroksidno vez. Na 
obroču so lahko pripete najrazličnejše stranske skupine.  
Arterolan, poznan pod šifro OZ277, je eden izmed 1,2,4-trioksolanov sposobnih 
zamenjati artemisinin in njegove derivate v protimalarični terapiji (Shema 2). Njegovo 
sintezo je možno uspešno izvesti na večji skali, sam arterolan pa se je izkazal, z večjo 
protimalarijsko aktivnostjo in izboljšanimi farmakokinetskimi lastnostmi od 
artemisinina in njegovega derivata artemetra. Stroški njegove sinteze so relativno nizki, 
sama sinteza pa je enostavna [16].  
 
Shema 2:  Arterolan 
Predlagani mehanizem delovanja 1,2,4-trioksolanov je podoben artemisininskemu, in 
sicer gre za odpiranje peroksidnega mostu z Fe(II) in tvorbo ogljikovih radikalov 
(Shema 3). Creek s sodelavci je uspel spremljati mehanizem radikalskega odpiranja 
1,2,4-trioksolanskega obroča z uporabo spojine TEMPO kot lovilca radikalov [18].  
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Shema 3:  Predlagani mehanizem delovanja 1,2,4-trioksolanov 
Leta 2010 je bil arterolan (1,2,4-trioksolan) v drugi fazi kliničnega testiranja [19]. 
Raziskovalci delajo na tem, da bi pripravili zdravilo za tridnevno terapijo, jemanje 
zdravila pa naj bi bilo enkrat na dan [16].  
 
1.4 1,2,4,5-Tetraoksani  
 
1,2,4,5-Tetraoksani (TO) v primerjavi z artemisininom vsebujejo eno peroksidno vez 
več (Shema 4). 1,2,4,5-tetraoksani imajo prav tako izraženo protimalarijsko 
učinkovitost, boljše farmakokinetske lastnosti in dostopnejšo ceno kot artemisinin in 
njegovi derivatov. Poleg protimalarijskih lastnosti kažejo tudi dobre protitumorske in 
protibakterijske lastnosti. Njihova podobnost z artemisininom na molekulski ravni je 
vodila do raziskave 1,2,4,5-tetraoksanov kot potencialnega zdravila proti malariji. 
Čeprav so artemisinin in njegovi derivati močne učinkovine, imajo tudi slabe lastnosti. 
Kot naravni produkt se artemisinin pridobiva le iz ene rastline, njegov delež pa je 
majhen glede na ostale sekundarne metabolite. Zato so stroški za izolacijo in čiščenje 
učinkovine zelo veliki. Čeprav je cena artemisininske terapije, ki znaša približno 5 $ na 
terapijo, dostopna za razvite države, je za ljudi, ki živijo v malarijsko endemičnih 
državah predraga. Dodatna težava z artemisininom in njegovimi derivati so nizka 
biološka uporabnost in slabe farmakokinetske lastnosti [16].  
 
 
6 
 
 
Shema 4:  Splošna molekulska struktura 1,2,4,5-tetraoksana 
1,2,4,5-Tetraoksani so pripravljeni iz enostavnih ketonov ali aldehidov, ki jih zlahka 
najdemo v vsakem laboratoriju. Tvorijo se lahko simetrični ali nesimetrični TO. 
Simetrični TO imajo isti substituent na obeh straneh tetraoksanskega obroča, medtem 
ko sta pri nesimetričnih substituenta na obeh straneh različna. Nesimetrični TO imajo 
večji potencial za funkcionalizacijo stranskih skupin oziroma več različnih možnostih za 
vezavo drugih funkcionalnih skupin kot simetrični TO. S preoblikovanjem stranskih 
skupin v nesimetričnih 1,2,4,5-tetraoksanih lahko v molekuli vežemo še dva 
farmakofora. Ta možnost lahko pomaga pri preprečitvi razvoja odpornih vrstih parazita, 
hkrati pa lahko različna farmakofora reagirata sinergistično v borbi proti različnimi 
boleznimi in neželjenimi učinki. 
Obstajajo različni načini priprave 1,2,4,5-tetraoksanov [20]. Najpogostejši način sinteze 
je kislinsko katalizirana reakcija ketonov ali aldehidov z vodikovim peroksidom ali 
dimerizacija karbonilnih oksidov pridobljenih iz oksimov, enol etrov ter 
tetrasubstituiranih alkenov. En izmed največjih težav pri sintezi TO je selektivnost 
reakcije. Čeprav so znani postopki pridobitve simetričnih ali nesimetričnih TO v večjih 
deležih, dosedaj obstaja le malo postopkov po katerih se bo selektivno tvorila le 
simetrična ali nesimetrična oblika. Dodatni stranski produkt mnogih sintez je 
heksaoksonan, ki je trimerni ciklični organski peroksid, za katerega se je izkazalo, da 
nima biološko aktivne lastnosti [20]. 
Direktna pot za sintezo simetričnih TO je ciklokondenzacija enostavnih ketonov in 
aldehidov in oksidanta (Shema 5). [20]. Oksidanta, ki se uporabljata v teh reakcijah sta 
ozon in vodikov peroksid. Čeprav se je izkazalo, da imajo reakcije z uporabo ozona 
višje izkoristke, je do sedaj najpogosteje uporabljen oksidant H2O2. Eden izmed 
razlogov, da so raziskovalci opustili uporabo ozona v reakcijah tvorbe simetričnih TO, 
je njegova toksičnost in visoko varnostno tveganje pri delu. Uporaba H2O2 je v tem 
pogledu boljša, vendar je pričakovano, da kot rezultat sinteze dobimo različne stranske 
produkte, ki znižajo selektivnost reakcije (Shema 5, produkta c in d).  
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Shema 5:  Možni produkti pri ciklokondenzaciji karbonilnih skupin z vodikovim 
peroksidom 
Sinteza nesimetričnih TO (Shema 5, produkt b) je selektivna le v redkih primerih, saj 
lahko poleg drugih stranskih produktov nastanejo tudi simetrični TO.  
Eden izmed uspešnih načinov sinteze nesimetričnih TO je sinteza preko 
ciklokondenzacije dihidroperoksidov (DHP) in ketonov. Šolaja in sodelavci so razvili 
postopek za sintezo nesimetričnih TO, ki imajo na eni strani TO holesterolni nosilec, na 
drugi pa enostavni keton [21]. Nesimetrične TO so sintetizirali iz metilnih estrov holne 
kisline in nato spremenili v ustrezne kisline ali amide. Takšna kombinacija stranskih 
skupin omogoča nižjo molsko maso biološko aktivne molekule, hkrati pa vsebuje 
holesterolni obroč, ki da molekuli učinkovitost. Reakcija je kislinsko katalizirana, kot 
oksidant se uporablja H2O2. Sinteza vključuje izolacijo dihidroperoksidnega 
intermediata. Nastali DHP v drugi stopnji reagira z enostavnim cikloheksanonom pod 
kislimi pogoji in tvori nesimetrični TO kot glavni produkt. Iz sintetiziranega  
nesimetričnega TO se tvori ustrezna kislina ali amid. Biološko aktivni TO so 
sintetizirali z 18-50 % izkoristkom (Shema 6). Njihova biološka aktivnost je bila 
testirana in vitro. Iz rezultatov so ugotovili, da imajo steroidni TO z R3 = CH3 (R 
enantiomer) večjo biološko učinkovitost v primerjavi z ostalimi derivati, kjer je R3 = H. 
Vsi raziskani steroidni TO so pokazali nizko toksičnost v zdravih celicah v primerjavi z 
njihovo protimalarijsko učinkovitostjo. 
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Shema 6:  Sinteza nesimetričnih steroidnih TO preko ciklokondenzacije DHP in 
ketonov. 
Prvo direktno sintezo nesimetričnih TO brez izolacije DHP je izvedel Iskra s 
sodelavci[22] (Shema 7). Sinteza je potekala v fluoriranih alkoholih, kot sta 2,2,2-
trifluoroetanol (TFE) in 1,1,1,3,3,3-heksafluoro-2-propanol (HFIP). Izkazalo se je, da 
sta fluorirana alkohola TFE in HFIP aktivatorja vodikovega peroksida in 
metiltrioksorenija (MTO) za reakcije oksidacije in epoksidacije ter pripomoreta k zelo 
selektivnemu nukleofilnemu odpiranju oksiranskega obroča. 4-metilcikloheksanon je bil 
eden izmed testnih substratov. Za sintezo so uporabili še 2 ekv. 30 % raztopine H2O2, 1 
ekv. kisline (HBF4 v etru) in 0.1 mol% MTO. Končni obljavljeni izkoristek reakcije je 
bil 64 % za R1 = R2 = C4H9. Pri reakciji niso opazili tvorbe heksaoksonanov kot 
stranskih produktov. Prednosti te reakcije so tvorba nesimetričnih 1,2,4,5-tetraoksanov z 
dobrim izkoristkom iz enostavnih ketonov, »one pot« sinteza in uporaba katalizatorja v 
značilno nizkih količinah (0.1 mol%). Raziskava je pripomogla k temu, da so se 1,2,4,5-
tetraoksani kot strukturno omejena skupina, razširili.  
 
Shema 7: Prva direktna sinteza nesimetričnih TO preko ciklokondenzacije DHP in 
ketonov 
Iskra s sodelavci so razvili izboljšan postopek za sintezo gem-dihidroperoksidov, ki so 
potrebni za sintezo biološko aktivnih nesimetričnih TO, brez uporabe katalizatorja [23]. 
Izbrani keton in ustrezna količina 30 % vodne raztopine H2O2 sta bila raztopljena v 
MeCN. Raztopina je bila koncentrirana pod znižanim tlakom, da se je azeotropno 
odstranila voda (Shema 8). Odvisno od izbranega ketona, so reakcijsko zmes pustili 
reagirati pri 20 °C ali 40 °C. Iz ekperimentalnih podatkov je bilo zaključeno, da na 
pretvorbo ketona v gem-dihidroperoksid vplivajo temperatura, količina H2O2 ter čas 
reakcije. Z optimizacijo omenjenih pogojev, je Renar uspela sintetizirati gem-
dihidroksiperokside z izkoristki 72-99 % . 
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Shema 8:  Sinteza gem-dihidroperoksidov z H2O2 z azeotropskim koncentriranjem pod 
znižanim tlakom 
V borbi proti vektorjem malarije so Oliveira s sodelavci sintetizirali serijo biološko 
aktivnih hibridnih nesimetričnih TO, ki na eni strani vsebujejo adamantanski obroč, na 
drugi pa derivat nitril pirimidina [24]. TO del molekule je sintetiziran preko tvorbe DHP 
intermediata s kislinsko katalizirano reakcijo med ketonom in H2O2 v MeCN (Shema 9). 
Drugi del sinteze vsebuje ciklokondenzacijo adamantanskega ketona s DHP v 
prisotnosti Re2O7 kot katalizatorja. Adamantanski obroč daje molekuli metabolično 
stabilnost, pirimidinski nitril pa ponuja drug mehanizem uničenja parazita. Na ta način 
lahko preprečimo  razvoj odpornosti parazita na protimalarijska zdravila. Rezultati 
raziskave so pokazali odlično in vitro inhibicijo parazita, in vivo učinkovitost pa je bila 
slabša.  
 
Shema 9:  Del sinteze biološko aktivnih hibridnih nesimetričnih TO hibridov 
O'Neill in sodelavci so tudi sintetizirali zdravilo katerega osnovni gradnik je 
nesimetrični TO s šifro E209 (Shema 10). Sinteza je potekala v več stopnjah. 
Intermediat DHP 1 je bil pridobljen iz  acetilno zaščitenega ketona in 30 % H2O2 v 
kislinsko katalizirani reakciji. V naslednjem koraku DHP reagira z adamantan-2-
onom, nato pa sledi hidroliza do fenola 2. Za uvedbo 4-fluoropiperidinskega 
strukturnega elementa je potrebno fenol 2 najprej alkilirati z alil bromidom, potem pa 
izvesti ozonolizo. Zadnji korak sinteze je reduktivna aminacija 3 s 4-fluoropiperidin 
hidrokloridom do končnega produkta 4. Učinkovina je trenutno v drugi fazi klinične 
raziskave [25]. E209 je pokazal hitro in vivo inhibicijo parazita. Največja 
učinkovitost je bila dosežena po vnosu enkratne doze 30 mg/kg. Za enako 
učinkovitost je potrebna doza artesunata kot kliničnega standarda 50 mg kg−1 dan−1 
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Shema 10:  Sinteza biološko učinkovitega nesimetričnega TO s šifro E209 
V naslednji študiji je O’Neill s sodelavci optimiziral sintezo E209 in jo posodobil za 
izvedbo na povečani skali [26]. Originalna sintezna pot vsebuje sedem korakov, med 
katerimi je tudi ozonoliza. Da bi zmanjšali stroške sinteze, so predlagali lažjo pot za 
pridobitev končnega produkta (Shema 11). Nova sintezna pot vključuje štiri korake ter 
cenejše reagente. Alkilirani tetraoksan 2a so pridobili z »one-pot« sintezo, ki vključuje 
hidrolizo acetatno zaščitenega tetraoksana 1a in alkiliranje v prisotnosti HSO4NBu4 kot 
katalizatorja faznega prenosa. Njihova raziskava je pokazala da je 1.1 : 1.5 Tf2O/ 
NaBH4  optimalno razmerje za reduktivno aminacijo 2a do E209 (4).  
 
Shema 11:  Izboljšana sintezna pot za tvorbo biološko učinkovitega nesimetričnega TO 
E209 
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Coghi in sodelavci so z in vitro metodo raziskovali biološko učinkovitost nesimetričnih 
premoščenih TO, in sicer njihovo protimalarijsko in protitumorsko delovanje [27]. 
Zanimivo je, da rezultati raziskave kažejo slabo protimalarijsko učinkovitost 
raziskovanih nesimetričnih TO, vendar  nekateri kažejo večjo selektivnost za napad 
jetrnih tumorskih celic v primerjavi z artesunatom (Shema 12). 
 
Shema 12:   Primeri nesimetričnih premoščenih TO z večjo selektivnostjo za napad 
jetrnih tumorskih celic v primerjavi z artesunatom 
Z uporabo postopka za tvorbo gem-dihidroperoksidov, ki ga je razvill Iskra s sodelavci, 
je Ellis s sodelavci reagiral ketone z vodikovem peroksidom in nato dodal adamantanon 
in HBF4 za popolno pretvorbo gem-dihidroperoksida v dispiro-1,2,4,5-tetraoksan 
(Shema 13) [22][28]. Sintezo so izvedli v fluoriranem alkoholu (HFIP), kar je ključno 
za selektivno pridobivanje nesimetričnih TO. Samo reakcijo so izvedli v dveh korakih z 
zadovoljivim izkoristkom. V drugi reakciji so za tvorbo nesimetričnega dispiro 1,2,4,5-
tetraoksana uporabili ciklodekanon namesto adamantanona. Pridobljeni nesimetrični TO 
kažejo veliko protimalarijsko učinkovitost tako in vitro kot in vivo. 
 
Shema 13:  Sinteza 1,2,4,5-tetraoksanov v prisotnosti MTO kot katalizatorja. 
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1.5 Karboksimetil celuloza (CMC) 
 
Celuloza je najbolj razširjen naravni polimer, ki se odlikuje z odlično hidrofilnostjo in 
kompatibilnostjo ter je biološko razgradljiva [29]. Kot taka se največ uporablja v 
industriji za proizvodnjo papirja. Sestavljena je iz verige glukoznih molekul 
medsebojno povezanih z β(1→4) vezjo. Tvorba etrov in estrov celuloze je možna zaradi 
prisotnosti številnih hidroksilnih skupin v verigi. Na ta način lahko spreminjamo 
kemijske in fizikalne lastnostni celuloze za širšo uporabo [30]. 
Eden izmed najuporabnejših derivatov celuloze je karboksimetilceluloza (CMC). Leta 
1918, proti koncu prve svetovne vojne, jo je prvič sintetiziral E. Jansen in jo leta 1921 
tudi patentiral [31]. Komercialno jo največkrat najdemo v obliki natrijeve soli, ki je 
belorumena, brez vonja, brez okusa in izgleda kot granularni prah. Shui in sodelavci so 
jo pripravili z nakisanjem alkalijske oblike celuloze s kloroocetno kislino pri povišani 
temperaturi (Shema 14) [32]. V primerjavi z nederivatizirano celulozo, je CMC 
vodotopna. Nizkosubstituirani derivati CMC so topni le v alkalnem vodnem mediju, 
visokosubstituirani pa so hkrati topni v vodi in v alkalnem mediju [33]. Z mešanjem 
natrijeve soli CMC in vode ali alkalne raztopine se tvori zelo viskozna raztopina, ki se 
lahko uporablja v farmacevtski ali živilskii industriji kot sredstvo za zgoščevanje ali 
stabiliziranje [34][30]. 
 
 
Shema 14:  Sinteza karboksilmetilceluloze iz celuloze  
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Natrijeva sol CMC (Na-CMC) se lahko uporablja tudi kot pomožni emulgator za 
izboljšanje stabilizacije vodno-oljnate emulzije [35]. Dodatno se uporablja namesto 
želirnih sredstev, lepila, arabske gume, agar-agarja, in losjonov. Testiranja narejena na 
živalih so pokazala, da je Na-CMC fiziološko neškodljiva [36]. Elkins in sodelavci so v 
svoji študiji primerjali lastnost Na-CMC glede na 32 % raztopino dekstrana 70 kot 
sredstva za preprečevanje intraperitonealne adhezije po operacijskih posegih in 
ugotovili, da je Na-CMC bolj učinkovita [37]. 
Na-CMC se uporablja tudi kot prevleka za zdravila kot so kapsule in tablete. Chen in 
sodelavci so naredili raziskavo v kateri so spremljali obnašanje gastrointestinalnih tablet 
v želodcu brez in z uporabo prevleke iz Na-CMC. Rezultati so pokazali, da je stopnja 
nabrekanja po šestih urah značilno zmanjšana pri tabletah prevlečenih z Na-CMC [38]. 
V farmaciji se Na-CMC uporablja tudi v pripravi mikrosfer. Učinkovina proti vnetjem 
znana pod imenom keterolaktrometamin je bila uspešno zajeta v teh mikrosferah. 
Doseženo je bilo 67 % zajetje [39]. 
CMC se v farmacevtski industriji izkorišča tudi za dostavo zdravila v telesu. Zdravila s 
kratkim razpolovnim časom morajo ljudje jemati večkrat na dan [40]. Zdravilo 
apomorfin, ki se uporablja v terapiji Parkinsonove bolezni, je bilo uspešno nazalno 
dostavljeno v telesu v CMC praškovni formulaciji. Rezultati so pokazali, da je vnos 
apormofina v telesu v tej obliki bolj učinkovit (zdravilo se je več časa zadržalo v nazalni 
odprtini) kot vnos istega zdravila v formulaciji, ki vsebuje škrob [41].  
Poleg opisanega, so Palmer in sodelavci uporabili CMC tudi v raziskavi kontroliranega 
sproščanja protitumorskega zdravila propranolol klorida v telesu. Njihova raziskava 
govori o tem, da kombinacija polieten oksida (PEO) s CMC omogoča značilno 
počasnejšo sproščanje propranolol klorida v primerjavi s samo uporabo polimera PEO 
[5]. 
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2 Namen dela 
Cilj moje diplomske naloge je prispevati k raziskavam uporabe nesimetričnih TO v 
heterogenih sistemih in sintetizirati modificiran TO, ki bo omogočil vezavo na trdni 
nosilec. Za nesimetrični TO sem izbrala takšnega, ki ima na eno strani 4-
metilcikloheksanski obroč zaradi biološke aktivnosti in na drugi strani karboksilno 
skupino na cikloheksanskem obroču, ki omogoča različne funkcionalizacije (Shema 15). 
Tetraoksan bom pripravila po znanem postopku in nato estersko funkcionalno skupino 
hidrolizirala in zaestrila z etanolaminom. Aminsko skupino bom predhodno zaščitila. 
Testirala bom tako pripravljen tetraoksan z aminsko skupino na stranski verigi za 
vezavo na karboksimetil celulozo kot testni trdni nosilec preko tvorbe amida. 
 
Shema 15:  Retrosinteza modificiranega 1,2,4,5-tetraoksana  
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3 Rezultati in razprava 
V prvem koraku  sem sintetizirala željen tetraoksan. Odločila sem se za pripravo 12-
metil-7,8,15,16-tetraoksadispiro[5.2.59.26]heksadekan-3-karboksilnae kisline (3) zaradi 
njenega velikega potenciala za nadaljno modificiranje preko karboksilnie funkcionalne 
skupine in relativno nizke cene začetnih reagentov. Izbrala sem dvostopenjsko sintezo v 
kateri se v prvem koraku tvori gem-dihidroperoksid (DHP) po postopku razvitem v naši 
raziskovalni skupini [23]. Za izbrani postopek sem se odločila zaradi enostavnosti 
sintezne metode in visokega izkoristka željenega gem-dihidroperoksida.  
Za tvorbo gem-dihidroperoksida 1 sem izhajala iz etil 4-oksocikloheksankarboksilata , 
saj peroksidacija omenjenega estra vodi do boljšega izkoristka kot kislina [42]. 10 mmol 
etil 4-oksocikloheksankarboksilata  sem raztopila v MeCN in dodala 80 mmol 30 % 
H2O2. H2O2 sem koncentrirala z azeotropnim odparevanjem vode z MeCN pod znižanim 
tlakom 20 min. Postopek koncentriranja sem ponovila dvakrat in pustila reakcijsko 
zmes 24 h na 40 °C (Shema 16). Spremljanje reakcije s TLC je pokazalo, da tudi po 24 
h izhodna spojina ni popolnoma zreagirala. Željeni produkt sem po izolaciji očistila s 
kolonsko kromatografijo. Preizkusila sem različna razmerja DKM/EA (5:1, 4:1, 3:1, 
2:1) ter DKM/MeOH (5:1, 15:1, 20:1) Mobilna faza DKM/МеОH (20:1) se je izkazala 
kot najboljša med vsemi preiskušenimi kombinacijami. Retenzijski čas je bil 0,4. S 
primerjavo 1H NMR spektra za očiščen gem-dihridroperoksid 1 z literaturnimi podatki 
sem ugotovila, da sem uspešno sintetizirala željeni produkt 1 s 76 % izkoristkom.  
 
Shema 16:  Sinteza gem-dihidroksiperoksida 
Druga stopnja sintezne poti je tvorba 1,2,4,5-tetraoksana 2 iz gem-dihidroperoksida 1 in 
4-metilcikloheksanona. Z uporabo fluoriranega alkohola in HBF4 se zmanjša tvorba 
heksaoksonanov, ki jih zaradi podobne polarnosti z 1,2,3,4-tetraoksani težko ločimo na 
koloni. Optimizacija te metode je na podobnem 4-tBu cikloheksanonu pokazala, da je 
reakcija bolj selektivna, če se kot DHP uporabi manj reaktiven esterski derivat 1 in ne 
DHP iz 4-tBu cikloheksanona [42].   
1 ekv gem-dihidroperoksida 1 in 1 ekv. 4-metilcikloheksanona sem raztopila v TFE, 
ohladila na 0 °C, dodala 0,2 ekv. HBF4 raztopljenega v TFE in pustila reakcijo eno uro 
pri 0 °C (Shema 17). Reakcijo sem ustavila z ekstrahiranjem najprej z DKM, ki 
raztaplja TO 2 in nato še z nasičeno vodno raztopino NaCl, da odstranim preostanka 
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HBF4 in H2O2. Surova reakcijska zmes je poleg nesimetričnega TO 2 vsebovala še nekaj 
izhodne spojine ter oba simetrična TO. Po izolaciji TO 2 s kolonsko kromatografijo 
(DKM/heksan, 9:1) sem izolirala TO 2 s 53 % izkoristkom. Primerjava 1H NMR spektra 
z literaturnimi podatki je potrdila nastanek TO 2 [42].  
 
Shema 17:  Sinteza estrskega 1,2,4,5-tetraoksana 2 
Estrski 1,2,4,5-tetraoksan 2 sem hidrolizirala, ker sem za nadaljno sintezo potrebovala 
njegovo kislinsko obliko 3 za povezavo z etanolaminom. Razlogov zakaj nisem že od 
samega začetka vzela kislinsko obliko uporabljenega ketona je več. Prvi je, da je bil 
izkoristek reakcije iz kislinske oblike nižji in drugi, da sem se hotela izogniti težavam z 
ločevanjem kislin na koloni, ki bi drugače še dodatno znižale izkoristek reakcije. 
Navadna kislinsko ali bazno katalizirana transesterifikacija poteka pri visoki temperaturi 
pri kateri TO lahko razpadejo. Hidrolizo estrske oblike 1,2,4,5-tetraoksana sem izvedla 
v bazičnih pogojih pri katerih nastane produkt 3 v obliki soli in s tem premaknemo 
ravnotežje k produktom. Hkrati pa lahko pri postopku ekstrakcije ločimo vse 1,2,4,5-
tetraoksane, ki ne vsebujejo karboksilnega aniona. 1,2,4,5-tetraoksan 2 sem raztopila v 
metanolu in dodala mešanico NaOH/MeOH (Shema 18). Reakcijsko zmes sem mešala 2 
uri pri sobni temperaturi. Po spiranju reakcijske zmesi z DKM sem odstranila vse 
1,2,4,5-tetraoksane, ki so slabo topni, oziroma netopni v vodi. Nato sem v lij ločniku z 
vodno frakcijo dodala DKM in vodno fazo nakisala s koncentrirano HCl. Nakisani 
1,2,4,5-tetraoksan 3 ni več topen v vodi in se raztopi v DKM. Po ekstrakciji je sledilo 
sušenje organske faze z brezvodnim Na2SO4 in odparevanje topila pod znižanim tlakom. 
Dobila sem čist TO 3 s 93 % izkoristkom. 
 
Shema 18:  Hidroliza estrskega 1,2,4,5-tetraoksana 
Da bi preprečila možno sterično oviranje in povečala potencial vezave 1,2,4,5-
tetraoksana na polisaharidni nosilec (CMC), sem uporabila etanolamin kot vezni del 
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med TO in CMC. Etanolamin ima majhno molsko maso, dve različni funkcionalni 
skupini, vsako na nasprotnem koncu molekule, za dve različni reakciji. Najprej sem 
zaščitila aminsko skupino z uporabo Fmoc zaščitne skupine po Bollingerjevem 
postopku [43]. Prednost te zaščitne skupine pred ostalimi je, da jo lahko odstranimo v 
bazičnih pogojih, v katerih je TO stabilen. Za zaščito etanolamina sem uporabila 1,1 
ekv. Fmoc-Cl raztopljenega v 10 % vodni raztopini Na2CO3 (Shema 19). Dodatek baze 
je bil pomemben del sinteze za nevtralizacijo HCl, ki se sprošča pri reakciji med 
etanolaminom in Fmoc-Cl in posledično znižuje pH reakcijske zmesi. Reakcija je 
potekala 2 h pri sobni temperaturi. V reakcijsko zmes sem dodala EtOAc in organsko 
fazo sprala z 1 M vodno raztopino HCl in s tem odstranila nezreagirani etanolamin. 
Opazila sem, da je produkt slabo topen v EtOAc pri znižani temperaturi. Zaradi tega 
sem se odločila, da bom namesto predlaganega načina čiščenja s kolonsko 
kromatografijo, produkt očistila s prekristalizacijo. Strukturo čistega produkta 4 sem 
potrdila s primerjanjem spektroskopskih podatkov s tistimi v  literaturi [44]. 
Neoptimizirani izkoristek reakcije je bil 70 %.  
 
Shema 19:  F-moc zaščita etanolamina  
Naslednji korak večstopenjske sinteze je bil povezovanje 1,2,4,5-tetraoksana 3 z 
zaščitenim etanolaminom 4. Zaradi temperaturne in pH omejenosti sem se odločila, da 
bom uporabila postopek esterifikacije, ki ga je razvil Sterglich. Reagent N,N-
diizopropilkarbodiimid (DIC) zelo rad reagira z vodo, zaradi česar je bila reakcija 
izvedena pod suhimi in inertnimi pogoji, da bi se izognila zračni vlagi. DMAP je bil 
uporabljen kot katalizator reakcije (Shema 20). Po končani reakciji sem reakcijsko zmes 
sprala z 0,5 M HCl(aq) in 2 krat z nasičeno vodno raztopino NaHCO3, zato da sem 
odstranila nezreagiran tetraoksan. Produkt sem očistila s kolonsko kromatografijo 
(DKM/EtOAc, 9:1) in izolirala čist produkt 5 z 69 % izkoristkom.  
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Shema 20:  Esterifikacija 1,2,4,5- tetraoksana s  Fmoc-zaščitenimi etanolaminom 
Odstranitev zaščite aminske skupine v TO 5 poteka z dodatkom amina. Najprej sem 
poskusila postopek z dodatkom  mešanice 1:1 morfolin/DMF. Reakcijo sem zasledovala 
s TLC, in po 3 urah mešanja ustavila reakcijo. Produkt 6 nisem mogla ločiti s kolonsko 
kromatografijo. Težava se je pojavila v tem, da se je morfolin vlekel po koloni in je bila 
ločba neuspešna. Naslednji postopek je bila odstranitev zaščite tetraoksana z 20 % 
piperidinom v DMF pri sobni temperaturi (Shema 21). Reakcijo sem spremljala s TLC 
in opazila, da se po 15 minutah koncentracija izhodnih spojin ni spreminjala več. Za 
čiščenje produkta sem uporabila »flash« kolono. Najprej sem sprala kolono z mešanico 
DKM/ЕtOAc (5:1) in potem s čistim EtOAc, vendar se produkt 6 ni spral s kolone. 
Naslednji logični korak je bila uporaba bolj polarnega topila. Vzela sem mešanico 1:1 
EtOH/EtOAc in jo zmešala s silika gelom na kateri je bil nanešen moj produkt in 
filtrirala. Takrat se je produkt začel spirati s silikagela. Postopek sem ponovila 3 krat in 
odparela topilo ter dobila produkt 6 z 68 % izkoristkom. Aminski tetraoksan 6 dosedaj 
še ni bil sintetiziran in zato sem ga morala okarakterizirati. Z analizo 1H NMR in 13C 
NMR spektra posnetega v CDCl3 ter rezultati masne, elementne in IR analize sem 
uspela karakterizirati nastali TO 6.  
 
Shema 21:  Odščita modificiranega 1,2,4,5-tetraoksana 6 
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Za trdni nosilec sem izbrala polisaharidni polimer CMC, ki je netoksičen, poceni in tudi 
biološko razgradljiv. Taubner in sodelavci so že uporabili tehniko amidacije metilnega 
estra CMC z uporabo raznovrstnih aminov [45]. Ker je CMC komercialno dostopna v 
obliki natrijeve soli, je bila moja prva naloga nakisanje CMC (Shema 22). Taubner in 
sodelavci so že opisali nakisanje Na-CMC z 1:1 mešanico EtOH/ 4 M HCl(aq) [45]. 
Sledila sem njihovemu postopku in nato posnela IR spekter spojine. 
 
Shema 22: Pridobitev nakisane oblike CMC iz Na-CMC 
 V IR spektru nakisane CMC se pojavi vrh za nihanje karbonilne skupine pri višjem 
valovnem številu (1723 cm-1, v Na-CMC pa je pri 1588 cm-1). Tudi ostra vrhova pri 
1411 cm-1 in 1320 cm-1 v IR spektru Na-CMC sta izginila (Slika 1). V IR spektru 
kislinske CMC pa sta se pojavila vrhova pri malo nižjih valovnih številih 1363 cm-1 in 
1228 cm-1, ki sta hkrati imela manjšo intenziteto v primerjavi z vrhovi v Na-CMC pri 
1411 cm-1 in 1320 cm-1.  
    
   A       B 
Slika 1:  IR spektra nakisane CMC (A) in komercijalne natrijeve soli CMC (B) 
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Metilni ester CMC sem sintetizirala po postopku opisanem v Taubnerjevem članku 
[45]. Nakisano obliko CMC sem dispergirala v nakisanem metanolu in mešanico mešala 
72 h pri 60 °C (Shema 23).  
 
Shema 23: Sinteza metilnega estra CMC 
Nato sem polimer sprala z etanolom in acetonom in posušila na rotavaporju pod 
znižanim tlakom. Produktu sem posnela IR spekter (Slika 2). 
 
         
     A         D        C 
Slika 2:  IR spektri kislinske CMC (A), metilnega estra CMC (C) in končni produkt (D) 
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Končni korak sinteze je bila vezava aminskega tetraoksana na metilni ester CMC. Za to 
sintezo sem uporabila postopek, ki ga je opisal Taubner [45], vendar sem ga za moj 
primer deloma prilagodila. Metilni ester sem dispergirala v suhem DMF, dodala 4 Å 
molekulska sita in pustila, da se je vsebina mešala na stresalniku (Shema 24). 4 Å 
molekulska sita sem uporabila z namenom, da absorbirajo metanol, ki se sproča pri 
reakciji in se je s tem posledično ravnotežje premaknilo v smer tvorbe amida. Po 48 h 
stresanja sem reakcijsko zmes sprala z mešanico 7:1 EtOH/ 4 M HCl(aq), da odstranim 
nezreagirani aminski tetraoksan in nato sprala z etanolom in acetonom. Produkt sem 
nadalje posušila na rotavaporju pod znižanim tlakom in nato posnela IR spekter (Slika 
2, IR spekter D). 
 
Shema 24: Vezava  modificiranega TO 6 na metilni ester CMC 
V IR spektru D se je pojavil vrh pri 1655 cm-1. Da bi dokazala, da je TO prisoten v 
izolirani spojini, sem naredila slepi poskus z jodometrično titracijo. Nakisanje TO vodi 
do njegove aktivacije za reakcije oksidacije. Odprt TO obroč lahko oksidira I- do I2. 
Najprej sem v dve penicilinki nalila 3 mL deionizirane vode. Potem sem v eni 
penicilinki raztopila 5 mg vzorca, v drugi pa 5 mg komercialne soli Na-CMC. Nato sem 
v obe penicilinki dodala par miligramov močno nakisanega KI ter škrob, ki je služil kot 
indikator za prisotnost I2. Vsebina v penicilinki z vzorcem se je obarvala močno 
vijolično, slep vzorec pa je imel blago rožnato barvo. Vzrok za blago rožnato obarvanje 
slepega vzorca je lahko prisotnost I2, ki se je tvoril z oksidacijo I- s strani v vodi 
raztopljenega kisika. Močna razlika v intenziteti barv in IR spekter vzorca sta me 
prepričala, da je TO res prisoten v vzorcu. Ker 1H in 13C NMR spektrov končnega 
produkta nisem uspela posneti, tudi nisem mogla nedvoumno dokazati, da je TO 
kemijsko vezan na CMC. Namreč, obstaja možnost, da se je namesto kemijske vezave, 
TO kompleksiral s CMC. 
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4 Eksperimentalne metode in naprave 
IR spektre smo posneli na Bruker ALPHA FT-IR spektrofotometru. Elementne 
mikroanalize za ogljik, vodik in dušik so bile opravljene z analizatorjem Perkin-Elmer 
2400 CHN Analyzer II. 1D NMR spektre smo posneli na Bruker UltraShield 500 plus 
spektrometru v D2O, DMSO-d6 in CDCl3, s TMS kot internim stardom (vsi kemijski 
premiki δ so v ppm, sklopitvene konstante J v Hz). MS spektri so bili posneti na Agilent 
6224 Accurate Mass TOF LC/MS inštrumentu. Potek reakcij smo spremljali s 
tankoplastno kromatografijo:  Kieselgel 60PF254 (0.2 mm). Kolonske kromatografije 
smo izvajali na silikagelu (Fluka, Silica gel 60, velikost delcev:  0,035—0,070 mm). 
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5 Eksperimentalni del 
5.1 Sinteza DHP 1 
 
 
1,702 g (10 mmol) etil 4-oksocikloheksankarboksilata sem raztopila v 100 mL MeCN in 
nato dodala 9,06 g (80 mmol) 30 % ratopine H2O2. Raztopino sem koncentrirala pod 
znižanim tlakom 20 min, nato ponovno dodala 100 mL MeCN in jo ponovno 
koncentrirala pod znižanim tlakom. Nato sem reakcijsko zmes pustila 24 h na 40 °C.  
Produkt sem očistila s kolonsko kromatografijo (20:1 DKM/MeOH) in dobila 1,672 g 
produkta 1. Strukturo sem določila s primerjavo spektroskopskih podatkov z 
literaturnimi. 
Etil 4,4-dihidroperoksicikloheksan-1-karboksilat (1) [42]:  1,672 g (76%) 
Viskozna tekočina 
1H NMR (500 MHz, DMSO-d6) δ 11,03 (s, 1H), 10,97 (s, 1H), 4,05 (q, 2H), 2,34-2,44 
(m, 1H), 2,02-1,93 (m, 2H), 1,76- 1,71 (m, 2H), 1,61-1,40 (m, 4H), 1,18 (t, 3H). 
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5.2  Sinteza nesimetričnega TO 2 
 
 
Zaradi potencialne eksplozivne narave peroksidov sem reakcijo nastavila v štirih 
paralelkah. V vsaki izmed štirih bučk je bilo nastavljeno naslednje:   
339 mg (1,54 mmol) gem-dihidroperoksida 1 in 172 mg (1,54 mmol) 4-
metilcikloheksanona sem raztopila v 5,5 mL TFE in nato dodala še 615 μL 0,5 M HBF4 
raztopljenega v TFE (0,308 mmol HBF4). Reakcijsko mešanico sem pustila mešati eno 
uro pri 0 °C. V reakcijsko zmes sem dodala 20 ml DKM in potem spirala 3-krat z 20 ml 
nasičene raztopine NaCl. Organsko fazo sem posušila z brezvodnim Na2SO4 in 
skoncentrirana na rotavaporju pod znižanim tlakom. Analiza NMR spektra surove 
reakcijske zmesi je pokazala prisotnost nesimetričnega TO in obeh simetričnih TO.  
Produkt sem očistila s kolonsko kromatografijo (9:1 DKM/ heksan) in izolirala produkt 
2 v obliki belega prahu z 52 % izkoristkom. Strukturo sem določila s primerjanjem 
spektroskopskih podatkov z literaturnimi. 
Etil 12-metil-7,8,15,16-tetraoksadispiro[5.2.59.26]heksadekan-3-karboksilat (2): 
[42]  697 mg (52 %) 
Bel prah 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ  4,12 (q, 2H), 3,02 (brs, 1H), 2,91 (brs, 1H), 2,44-2,34 (m, 1H), 
1,98-1,43 (m, 13H), 1,24 (t, 3H), 1,14- 1,28 (m, 2H), 0,93 (d, 3H). 
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5.3  Hidroliza TO estra 2 v TO kislino 3  
 
 
  
752 mg (2,4 mmol) TO 2 sem raztopila v 5 mL MeOH. Potem sem reakcijski zmesi 
dodala 1,7 g (42 mmol) NaOH raztopljenega v mešanici, ki je vsebovala 30 mL MeOH 
in 13 mL destilirane vode. Reakcijsko zmes sem pustila mešati 2 h pri sobni 
temperaturi. Reakcijski zmesi sem dodala destilirano vodo in jo sprala z DKM, ter tako 
odstranila simetrični TO, ki ne vsebuje karboksilne skupine. Potem sem vodno fazo 
nakisala s koncentrirano HCl in jo trikrat sprala z DKM. Organsko fazo sem posušila z 
brezvodnim Na2SO4 in topilo odparila pod znižanim tlakom. Dobila sem 637 mg 
kislinskega tetraoksana 3. Strukturo sem določila s primerjanjem spektroskopskih 
podatkov z literaturnimi. 
12-metil-7,8,15,16-tetraoksadispiro[5.2.59.26]heksadekan-3-karboksilna kislina (3): 
[42]  637 mg (93 %) 
Bel prah 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 11,04 ( brs, 1H), 3,10-2,79 (m, 2H), 2,52-2,41 (m, 1H), 
2,04-1,41 (m, 13H), 1,32-1,15 (m, 2H), 0,93 (d, 3H).  
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5.4 Zaščita etanolamina z Fmoc (4) 
 
 
 
115 mL 10 % raztopine Na2CO3 sem dodala v 842 mg (13,8 mmol) etanolamina in 
pustila mešati. Reakcijski mešanici sem dodala 4,00 g Fmoc-Cl (15,2 mmol) in pustila, 
da se reakcijska zmes meša 2 h pri sobni temperaturi. Nato sem reakcijsko mešanico 
dvakrat ekstrahirala z EtOAc. Organsko fazo sem zbrala in dvakrat sprala s 30 mL 1 M 
HCl(aq) ter enkrat s 30 mL nasičene raztopine NaCl. Organski fazi sem odparila EtOAc 
pod znižanim tlakom. Trden produkt sem prekristalizirala iz vročega EtOAc in dobila 
199 mg belega prahu 4. Strukturo 4 sem določila s primerjanjem spektroskopskih 
podatkov z literaturnimi. 
(9H-fluoren-9-il)metil(2-hidroksietil)karbamata (4): [44] 199 mg (70 %) 
 Bel prah 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7,77 (d, 2H), 7,60 (d, 2H), 7,41 (t, 2H), 7,32 (td, 2H), 
5,13(brs, 1H), 4,43 (d, 2H), 4,22 (t, 1H), 3,73 (t, 2H), 3,37 (t, 2H), 2,00 (brs, 1H). 
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5.5 Vezava Fmoc-etanolamina 4 na TO 3 
 
 
Suho bučko sem prepihala z argonom. Nato sem dodala 854 mg (2.4 mmol) TO 3, 37 
mL suhega DKM ter 1.6 g (4.8 mmol) Fmoc-etanolamina 4. Reakcijsko zmes sem 
ohladila v ledeni kopeli. Nato sem dodala 0.5 mL (2.64 mmol) DIC in 103 mg (0.6 
mmol) katalizatorja DMAP. Reakcijsko zmes sem pustila mešati 2.5 h, medtem pa se je 
temperatura počasi dvigala iz 0 ᵒC do sobne temperature. Potem sem reakcijsko zmes 3-
krat sprala z 0.5 M HCl(aq) in dvakrat z nasičeno vodno raztopino NaHCO3.  
Produkt sem očistila s kolonsko kromatografijo (9:1 DKM/EtOAc), posušila z 
brezvodnim Na2SO4 in nato odstranila topilo pod znižanim tlakom. Dobila sem 1,1 g 
očiščenega produkta 5  v trdni obliki. Strukturo sem določila s primerjavo 
spektroskopskih podatkov z literaturnimi. 
2-(Fmocamino)etil 12-metil-7,8,15,16-tetraoksadispiro[5.2.59.26]heksadekan-3-
karboksilat (5): [42][44] 1,1 g (69%) 
Beli prah (lepljiv) 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 7,77 (d, 2H), 7,58 (d, 2H), 7,40 (t, 2H), 7,32 (t, 2H), 4,98 
(brs, 1H), 4,42 (d, 2H), 4,22 (t, 1H), 4,17 (dd, 2H), 3,46 (dd, 2H), 3,11-2,80 (m, 2H), 
2,49-2,35 (m, 1H), 2,01-1,41 (m, 13H), 1,21-1,12 (m, 2H), 0,93 (d, 3H).  
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5.6  Odščita Fmoc-TO 5 
 
 
1.1 g (2 mmol) z  F-moc zaščitenega TO 5 sem raztopila v 90 mL 20 % raztopine 
piperidina v DMF. Reakcijsko zmes sem mešala 15 min pri sobni temperaturi. Nato sem 
dodala DKM in reakcijsko zmes trikrat ekstrahirala s 40 mL nasičene vodne raztopine 
NaCl. Organsko fazo sem posušila z Na2SO4 in odrotovapirala topilo pod znižanim 
tlakom.  
Produkt sem očistila s kolonsko kromatografijo (9:1 DKM/EtOAc). S kolone sem 
najprej sprala stranske produkte, nato pa sem silikagel s kolone zmešala z 1:1 mešanico 
EtOH/ЕtOAc in produkt sprala s silikagela na koloni pod nadtlakom. Postopek sem 
ponovila trikrat. Po izolaciji sem dobila 442 mg željenega produkta 6 v obliki belega 
prahu. 
2-(amino)etil 12-metil-7,8,15,16-tetraoksadispiro[5.2.59.26]heksadekan-3-
karboksilat (6): 442 mg (68 %) 
Bel prah 
1H NMR (500 MHz, CDCl3) δ 5,97 (brs, 1H), 3,72 (dd, 2H), 3,42 (dd, 2H), 3,20-2,85 
(m, 2H), 2,32-2,18 (m, 1H), 2,02-1,38 (m, 13 H), 1,33-1,14 (m, 2H), 0,93 (d, 3H). 
13C NMR (500 MHz, CDCl3) δ 175,8 108,6, 107,3, 62,5, 44,1, 43,9, 42,4, 31,9, 31,8, 
31,5, 30,9, 30,6, 30,0, 29,1, 28,6, 25,7, 24,8,  21,6, 21,5. 
IR νmax (cm-1) 3317, 2927, 2869, 1646, 1539, 1438, 1363, 1342, 1314, 1263, 1221, 
1182, 1160, 1096, 1075, 1055, 992, 974, 938, 915,883, 778, 681, 647 
HR-MS [M+H] izračunano za C16H28NO6 :  330.1911; izmerjeno:  330.1921. 
Elementna analiza (CHN):  izračunano za C16H27NO6:  58.34 % C, 8.26 % H, 4.25 % N; 
izmerjeno:  57.90 % C, 7.76 % H, 4.18 % N.  
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5.7 Sinteza kislinske oblike CMC iz Na-CMC soli (7) 
 
 
1 g soli Na-CMC sem dispergirala v 30 mL mešanici  1:1 etanola/ 4 M HCl(aq). 
Reakcijska zmes se je mešala 20 min pri sobni temperaturi. Nato sem produkt 
odnučirala in sprala s čistim etanolom in acetonom ter odrotovapirala topilo pod 
znižanim tlakom.  
Produkt sem karakterizirala z IR spektroskopijo.  
Nakisana oblika CMC (7): [45] 800 mg 
Bel prah 
IR νmax (cm-1) 3397, 2887, 2054, 1728, 1363, 1224, 1017, 894, 656 
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5.8 Sinteza metil estrske CMC iz kislinske oblike CMC (8) 
 
  
700 mg kislinske CMC sem dispergirala v 200 mL MeOH v katerega sem predhodno 
dodala 1 mL 96% H2SO4(aq). Reakcijsko zmes sem mešala pod refluksom 72 h pri 60 
ᵒC. Nato sem trdni produkt odnučirala in sprala s čistim etanolom in acetonom ter 
odrotovapirala topilo pod znižanim tlakom.  
Produkt sem karakterizirala z IR spektroskopijo. 
Metilni ester CMC (8): [45] 519 mg  
Bel prah 
IR νmax (cm-1) 3413, 2884, 2145, 2010, 1734, 1435, 1366, 1300, 1223, 1020, 892, 709, 
662  
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5.9 Vezava 2-(amino)etil TO 6 na metilni ester CMC 8 
 
 
140 mg metilnega estra CMC sem dispergirala v 25 mL suhega DMF. Reakcijski zmesi 
sem dodala molekulska sita v velikosti 4 Å in dala mešati na stresalnik za 30 min. Nato 
sem v reakcijsko zmes dodala še 40 mg sintetiziranega 1,2,4,5-tetraoksana 6 in pustila 
reakcijo na stresalniku 48 h. Produkt  Sem  odnučirala in sprala z mešanico 7:1 EtOH/ 4 
М HCl (aq), s čistim etanolom in acetonom ter odrotovapirala pod znižanim tlakom.  
Produkt sem okarakterizirala z IR spektroskopijo. 
2-(amino)etil 12-metil-7,8,15,16-tetraoksadispiro[5.2.59.26]heksadekan-3-
karboksilat (6) na metilni obliki CMC (9): [45] 60 mg 
Bel prah 
IR νmax (cm-1) 3402, 2887, 1737, 1653, 1436, 1371, 1302, 1222, 1019, 894, 708, 664 
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6 Zaključek 
1,2,4,5-tetraoksani so potencialne učinkovine proti parazitu P. falciparum in proti 
ostalim trem vrstam plazmodija, ki povzročajo malarijo in predstavljajo dobro 
alternativo že znanim protimalarijskim zdravilom, kot so artemisinin in njegovi derivati, 
saj imajo slabe farmakokinetske lastnosti. Obenem se je tudi začela razvijati odpornost 
parazita proti zdravilom, ki temeljijo na artemisininu, zato bo razvoj novih zdravil, kot 
so 1,2,4,5- tetraoksani pomagal v boju proti širjenju artemisininske odpornosti in 
zdravljenju malarije.  
Sintetizirala sem nesimetrični dispiro-1,2,4,5-tetraoksan za potencialno uporabo v 
heterogenih sistemih. Na eni strani TO obroča je prisoten 4-metilcikloheksanski obroč, 
ki se je v preteklih raziskavah izkazal kot pomemben strukturni element za dobro 
biološko učinkovitost TO. Drugo stran TO obroča sem modificirala za vezavo na 
polisaharidni trdni nosilec CMC, zato sem uporabila cikloheksanski obroč s karboksilno 
skupino. Uporabila sem etanolamin kot veznik, da bi povečala reaktivnosti TO za 
vezavo. Hkrati sem tudi aktivirala komercialno natrijevo sol CMC-ja za pripajanje s 
pretvorbo v metilni ester.  
Nesimetrični tetraoksan v estrski obliki sem sintetizirala z direktno ciklokondenzacijo 
4-metilcikloheksana in etil 4-oksocikloheksankarboksilata preko gem-
dihidroperoksidnega intermediata v fluoriranem alkoholu. Potem je sledila hidroliza 
omenjenega tetraoksana za pridobitev njegove kislinske oblike, ki sem jo uporabila za 
Sterglichevo esterifikacijo z etanolaminom. Nesimetrični 1,2,4,5-tetraoksan z vezano 
aminsko skupino sem uporabila za pripajanje na trdni polimerni nosilec, karboksimetil 
celulozo. 
Karboksimetil celulozo (CMC) sem modificirala v reaktivnejši obliki za reakcijo z 
1,2,4,5-tetraoksanom. Komercijalno natrijevo sol CMC sem nakisala z dispergiranjem v 
nakisanem etanolu. Pridobljeno kislinsko obliko CMC sem nato zaestrila z uporabo 
MeOH v kislinsko katalizirani esterifikaciji in dobila metilni ester CMC.  
V zadnjem delu diplomske naloge sem poskusila vezati TO na trdni nosilec – metilni 
ester CMC. Z dodatkom DIC in DMAP v reakcijsko zmes TO-metilnega estra in CMC, 
ki je bil dispergiran v DMF, sem poskušala pripeti TO na metilni ester CMC preko 
tvorbe amidne vezi. Iz IR spektra ni jasno razvidno, če je reakcija uspešno potekla. 
Kvalitativni jodometrični test izolirane spojine TO-CMC pa je pokazal prisotnost TO v 
končnem produktu. Na podlagi rezultatov ni mogoče z gotovostjo trditi, ali se je TO 
kemijsko vezal ali pa zgolj kompleksiral s CMC.  
Upam, da bo moja raziskava priprave 1,2,4,5-tetraoksana, ki ga potencialno lahko 
vežemo na trdni nosilec, vodila k raziskovanju raznovrstnih potencialnih biološko 
aktivnih 1,2,4,5-tetraoksanov, vezanih na različne trdne nosilce.   
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